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Estudio del uso del sistema CRISPR-Casl3 para la regulacion de la

expresion génica in vivo y para aplicaciones de diagndstico in vitro

Los organismos procariotas presentan sistemas inmunoldgicos que, guiados por RNA, escinden
elementos genéticos desconocidos mediante un sistema basado en repeticiones palindrémicas
cortas interespaciadas agrupadas regularmente (CRISPR) y proteinas asociadas a CRISPR (Cas).
Los sistemas CRISPR-Cas se clasifican segun la estructura y funcion de las proteinas Cas en
distintos tipos cuya diana es una molécula de DNA, RNA o ambas. El sistema CRISPR-Cas13 se
incluye en los sistemas de tipo VI, que llevan a cabo el reconocimiento y degradacion del RNA.

Los objetivos que se persiguen en este trabajo son, en primer lugar, caracterizar el silenciamiento
de la expresion de la proteina fluorescente superfolder GFP (sfGFP) cuando el RNA diana que
escinde Cas13d se encuentra préximo al RNA codificante de dicha proteina y, en segundo lugar,
detectar la infeccion del virus SARS-CoV-2 mediante el sistema CRISPR-Cas13.

Para caracterizar el silenciamiento de la expresion de sfGFP, se requiere realizar la construccion
de dos plasmidos que contengan la proteina Cas13d, el RNA guia (QRNA) y un RNA mensajero
(mRNA) policistronico codificante de las proteinas fluorescentes sfGFP (que emite fluorescencia
verde) y mScarlet (que emite fluorescencia roja). Ambas proteinas sirven de reporteros. A
continuacion, se realiza una cotransformacion bacteriana de Escherichia coli con ambos
plasmidos y al producirse la proliferacion celular, se expresa la proteina Cas13d, su RNA guia
(que tiene como diana una parte de la secuencia de mScarlet) y los mRNA de sfGFP y mScarlet.
El complejo efector formado por Cas13d y el gRNA de mScarlet escinde el mRNA codificante
de mScarlet y posiblemente, el mMRNA codificante de sfGFP, debido a su actividad nucleasa
colateral. Con el estudio de la posible pérdida de la fluorescencia verde, queremos investigar si
en un RNA policistronico se produce la degradacion de solo el mRNA para el que Cas13d tiene
su diana o, ademas, debido a su actividad colateral, es también capaz de escindir secuencias

codificantes contiguas.

La deteccion del virus SARS-CoV-2 se realiza de manera indirecta utilizando como diana para el
sistema CRISPR-Cas13 un fragmento de tRNA (tRF) que se encuentra sobreexpresado en los
sujetos positivos para SARS-CoV-2. Para la deteccion, se forma un complejo efector de
ribonucleoproteina (RNP) formado por el gRNA del tRF y la nucleasa Cas13. Esta RNP reconoce
y escinde especificamente el tRF diana 'y, ademés, degrada la sonda debido a su actividad colateral
inespecifica, dando lugar a la emision de fluorescencia. La diferencia entre la sefial fluorescente
de las muestras procedentes de sujetos positivos y negativos para SARS-CoV-2 constituiria una

potencial herramienta de diagndstico de COVID-109.

Palabras clave: Sistema CRISPR-Cas, silenciamiento, bacteria, diagnostico, virus.



Study of the use of the CRISPR-Cas13 system for in vivo regulation of

gene expression and for in vitro diagnostic applications

Prokaryotic organisms have RNA-guided immune systems that cleave unknown genetic elements
using a system based on regularly clustered interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and
CRISPR-associated proteins (Cas). CRISPR-Cas systems are classified according to the structure
and function of the Cas proteins into different types that target a DNA molecule, an RNA
molecule or both. The CRISPR-Cas13 system is included in the type VI systems, which carry out
RNA recognition and degradation.

The aims of this work are, firstly, to characterise the silencing of superfolder GFP (sfGFP)
fluorescent protein expression when the target RNA that cleaves Casl13d is close to the RNA
coding for this protein and, secondly, to detect SARS-CoV-2 virus infection using the CRISPR-
Cas13 system.

To characterise the silencing of sfGFP expression, two plasmids containing the Cas13d protein,
the guide RNA (gRNA) and a polycistronic messenger RNA (mMRNA) encoding the fluorescent
proteins sfGFP (which emits green fluorescence) and mScarlet (which emits red fluorescence)
must be constructed. Both proteins serve as reporters. Bacterial co-transformation of Escherichia
coli with both plasmids is then carried out and upon cell proliferation, the Cas13d protein, its
guide RNA (which targets a part of the mScarlet sequence) and the sfGFP and mScarlet mMRNAs
are expressed. The effector complex formed by Casl13d and the mScarlet gRNA cleaves the
mScarlet coding mRNA and possibly the sfGFP coding mRNA, due to its collateral nuclease
activity. By studying the possible loss of green fluorescence, we want to investigate whether in a
polycistronic RNA the degradation of only the mRNA for which Cas13d has its target occurs or,

in addition, due to its collateral activity, it is also able to cleave contiguous coding sequences.

Detection of SARS-CoV-2 virus is performed indirectly by using a tRNA fragment (tRF) that is
overexpressed in SARS-CoV-2 positive subjects as a target for the CRISPR-Cas13 system. For
detection, a ribonucleoprotein (RNP) effector complex (RNP) formed by the tRF gRNA and the
Casl3 nuclease is formed. This RNP specifically recognises and cleaves the target tRF and, in
addition, degrades the probe due to its non-specific collateral activity, resulting in fluorescence
emission. The difference between the fluorescent signal of samples from SARS-CoV-2 positive

and negative subjects would constitute a potential diagnostic tool for COVID-19.

Keywords: CRISPR-Cas system, silencing, bacteria, diagnostic, virus.
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INTRODUCCION

1. Introduccidén

1.1. El sistema CRISPR-Cas

Los organismos procariotas presentan sistemas asimilables a los sistemas inmunoldgicos de
organismos superiores que escinden elementos genéticos exdgenos mediante sistemas
denominados CRISPR-Cas. Estos sistemas se basan en repeticiones palindromicas cortas
interespaciadas agrupadas regularmente (CRISPR) y proteinas asociadas a CRISPR (Cas)
(Jackson et al., 2017). Los sistemas CRISPR-Cas protegen las bacterias del material genético
foraneo mediante un mecanismo que consta de tres etapas. La adaptacion es la primera fase, en la
cual se asimilan las secuencias de DNA procedentes de agentes invasores y son archivadas en una
matriz CRISPR, un conjunto de secuencias entre las cuales se incluyen motivos constantes. La
segunda etapa es de expresion, en la que se transcribe y se procesa la matriz CRISPR, dando lugar
a un RNA guia (gRNA) gue se ensambla con proteinas Cas. La interferencia es la tercera y ultima
etapa, en la cual los gRNA dirigen las Cas efectoras hacia los &cidos nucleicos exdgenos para que

los eliminen tras el reconocimiento (Vigouroux y Bikard, 2020).

Estos sistemas se clasifican en clase 1y clase 2 segun la estructura y funcién de las proteinas Cas
y las secuencias de los médulos efectores (Makarova et al., 2019). Los sistemas CRISPR-Cas de
clase 1 presentan complejos efectores de unién a gRNA formados por varias proteinas Cas,
mientras que los de clase 2 tienen una Unica proteina efectora Cas multidominio que desempefia

las mismas funciones que los complejos efectores de clase 1 (Makarova et al., 2019).

Existen muy diversas proteinas Cas implicadas en las diferentes fases del mecanismo CRISPR,
las cuales se dividen en cuatro modulos funcionales: adaptacion (para adquirir espaciadores),
expresion (para procesar el gRNA y asociarse a la diana), interferencia (para degradar la diana) y
auxiliares (para regulacion y otras funciones) (Makarova et al., 2015). En la figura 1 se muestra
la organizacion modular de las proteinas del sistema CRISPR-Cas. En funcion de todas estas
diferencias, la clase 1 se subdivide en los tipos I, 1l y IV y la clase 2 se divide en los tipos I, V
y VI (Mohanraju et al., 2016).

El médulo de adaptacion se encuentra muy conservado entre los diferentes sistemas y comprende
generalmente las proteinas Casl y Cas2 (Makarova et al., 2015), necesarias para insertar
espaciadores en las matrices CRISPR. El médulo de expresion consta de complejos efectores
multiproteicos, en el caso de los sistemas de clase 1 o de una sola proteina efectora grande (Cas9,
Cas12 o Cas13) en el caso de los sistemas de clase 2. La proteina o complejo efector se ensambla

con el pre-gRNA y es procesado hasta formar un gRNA maduro. Este proceso de maduracion es

1
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INTRODUCCION

catalizado por endonucleasas de RNA (R. Wang et al., 2011) o por una RNasa Il y un RNA
CRISPR transactivador (tracrRNA) (Deltcheva et al., 2011). El médulo de interferencia esta
constituido por las mismas proteinas efectoras que el médulo de expresion. EI complejo formado
por la proteina o complejo efector unido a gRNA retine la actividad nucleasa y los dominios de
unién a RNA (Makarova et al., 2015). En la fase de interferencia, la secuencia espaciadora del
gRNA se une al &cido nucleico diana y el efector degrada esta diana por diferentes vias, que
vienen determinadas por del tipo de sistema CRISPR. Por otro lado, el médulo auxiliar retine
proteinas codificadas por genes generalmente externos al loci de CRISPR (Makarova et al., 2013).
Algunas de las funciones de las proteinas del médulo auxiliar son la muerte celular programada
mediada por Cas4 (Makarova et al., 2012), la posible regulacién de la actividad CRISPR-Cas
mediante el dominio CARF (Makarova et al., 2014) o evitar las roturas en la doble hebra de DNA
cromosdmico a través de Csn2 inactivado (Arslan et al., 2013).
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Figura 1. Clasificacion de los sistemas CRISPR-Cas y su estructura modular (Makarova et al., 2019).
Los sistemas CRISPR-Cas de clase 1 se unen a gRNA a través de complejos efectores multiproteicos,
mientras que los de clase 2 tienen una Unica proteina efectora Cas multidominio que desempefia las mismas
funciones que los complejos efectores de clase 1. (a) Estructura general de los sistemas de clase 1y clase
2. (b) Estructura modular de los sistemas CRISPR-Cas, organizada en funcién de la intervencion de las

proteinas en la fase de adaptacion, expresion, interferencia o auxiliares.
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1.2. La nucleasa Casl13 y principales aplicaciones

Las proteinas Cas13 son efectores de tipo VI dirigidos a los RNA exdgenos. Cuentan con dos
dominios HEPN (Makarova et al., 2019) con actividades ribonucleasas enziméticamente
diferentes e imprescindibles para una interferencia adecuada. Un dominio RNasa procesa y
madura el gRNA previamente a la interferencia y el otro degrada el RNA diana, ocasionando la
interferencia. Ademas, todas las proteinas Casl3, después de encontrar su diana, tienen una
actividad RNasa colateral con la que son capaces de degradar inespecificamente otros RNA para
los que no tienen secuencia guia (O’Connell, 2019). Las nucleasas Casl3 son proteinas
multidominio con una estructura bilobulada (Ashraf et al., 2022), cuya arquitectura se muestra en

la figura 2.

Helical-1 HEPNI1-I Helical-2 HEPN1-11 Helical-3 HEPN2

REC lobe NUC lobe

Figura 2. Estructura bilobulada de las proteinas Cas13. Figura modificada de Ashraf et al., 2022. Cas13
posee dos l6bulos multidominio, REC (l6bulo de reconocimiento) y NUC (l6bulo nucleasa). El 16bulo REC
estd formado por un dominio N-terminal (NTD) y un dominio Helical-1. El 16bulo NUC incluye dos

dominios de unidn a nucleétidos (HEPN1 y HEPNZ2) y los dominios Helical-2 y Helical-3.

El sistema CRISPR-Casl13 constituye una herramienta de regulacion postranscripcional de la
expresion génica. Las proteinas Cas13 emplean un gRNA que determina la especificidad del RNA
diana. Estas proteinas reconocen una horquilla corta en el gRNA, ensamblandose con este para
formar complejos. La especificidad de la diana viene determinada por una secuencia espaciadora
de 28 a 80 nt de longitud (Behler y Hess, 2020) que presenta complementariedad con la secuencia
de RNA diana. Las bases de funcionamiento de este sistema se presentan en la figura 3.
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Matriz CRISPR pre-gRNA

Repeticiones Repeticiones

palindrémicas palindrémicas >
Transcripeidn
Secuencia Secuencia Secuencia
espaciadora espaciadora espaciadora
Cas13
Complejo efector
CRISPR-Cas13 CRISPR-Cas13

Procesamiento del gRNA
> RNA diana

o Q%

Figura 3. Bases del sistema CRISPR-Cas13. El pre-gRNA se forma a través de la transcripcion de la

matriz CRISPR. Este pre-gRNA es procesado por la proteina Casl3, que da lugar al gRNA maduro
preparado para la unién al RNA diana.

El desarrollo de nuevas plataformas ideales para el diagnostico viral que reinan cualidades de
sensibilidad, rentabilidad, velocidad, simplicidad, deteccién de objetivos mdltiples, etc. continla
activo. El sistema CRISPR-Cas13 constituye también una herramienta de diagndstico mediante
la degradacion colateral del RNA no diana marcado sintéticamente (reportero) que se encuentra
adyacente al RNA diana (Bayoumi y Munir, 2021).

El sistema CRISPR-Casl13 es aplicable a numerosas areas, como la deteccion prematura de
marcadores especificos de cancer (DNA tumoral, RNA procedente del tumor o proteinas
obtenidas de biopsias) o bien como terapia dirigida. Este sistema permite eliminar o alterar RNA
relacionados con ciertos tipos de cancer, posibilitando la apoptosis y la represion de la
proliferacion de células tumorales (C. Li et al., 2021). Ademas, existen sistemas basados en
CRISPR-Cas13 para la eliminacién de genes de resistencia a farmacos antimicrobianos en
bacterias. Para ello, los componentes del sistema CRISPR-Cas13 son introducidos en cépsides de
bacteriéfagos que se dirigen a las secuencias especificas de resistencia a antimicrobianos (Kiga
et al., 2020).

1.3. El virus SARS-CoV-2

En diciembre de 2019 se informé del primer caso sintomético de la enfermedad por coronavirus
(COVID-19) provocada por el virus SARS-CoV-2, que dio paso a una posterior pandemia
mundial, la cual requirié la reduccion de los contactos interpersonales presenciales puesto que la
transmision de este virus se producia principalmente a través de pequefias gotas respiratorias y
aerosoles (Harrison et al., 2020). El nimero de casos totales confirmados de infeccion de SARS-
CoV-2 asciende a 532 millones de personas, de las cuales provoco el fallecimiento de 6.3 millones

de personas hasta junio de 2022 (OUR WORLD IN DATA, n.d.).
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Los coronavirus (CoV) son una clase de virus que pertenecen a la familia Coronaviridae del orden
Nidovirales (F. Wu et al., 2020). Estos virus presentan espiculas virales con estructura de corona
(Muralidar et al., 2020) y un genoma de RNA positivo monocatenario de unas 30 000 bases de
longitud (Giovanetti et al., 2021). Taxonémicamente pueden distinguirse cuatro géneros de CoVs:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus; de los cuales
Unicamente los Alphacoronavirus y Betacoronavirus tienen capacidad de infeccion a humanos
(Chan et al., 2020).

El SARS-CoV-2 pertenece al género Betacoronavirus y posee un genoma basado en 14 marcos
abiertos de lectura (ORF). La mayor parte de estos ORFs son codificantes de 16 proteinas no
estructurales (nsp) que originan el complejo replicasa. El resto de los ORFs codifican 9 proteinas
accesorias y 4 proteinas estructurales correspondientes a las proteinas Spike, de envoltura, de
membrana y nucleocapside (Harrison et al., 2020). La proteina Spike, concretamente su dominio
C-terminal o dominio de unidn al receptor (RBD), permite y determina el reconocimiento del
receptor del huésped ACE2 (Q. Wang et al., 2020). Ademas, la proteina Spike presenta un sitio
de escisién polibasica formado por cuatro aminoéacidos ubicados en la unién entre las subunidades
S1y S2 que constituye un sitio de corte potencial para la furina (Coutard et al., 2020). Esta
actividad proteasa en el sitio de escision polibasica tiene un papel importante en la activacion de
la proteina Spike (Hoffmann et al., 2020). Ademas, el sitio de escision polibasica también es un
sitio de corte para la proteasa TMPRSS2, que facilita la entrada del virus desde la membrana
plasmatica y para la catepsina L, que activa la proteina Spike en los endosomas (Harrison et al.,
2020).

En la actualidad se han desarrollado diversas vacunas para prevenir la infeccion de SARS-CoV-
2, entre las cuales se encuentran las desarrolladas por Pfizer/BioNTech, Moderna, AstraZeneca,
Sputnik V o Janssen (Rashedi et al., 2022). Sin embargo, para evitar el contagio de algunos sujetos
gue presentan factores de riesgo, el desarrollo de herramientas de diagndstico del virus SARS-

CoV-2 continda siendo necesario.

1.4. Herramientas de diagnostico viral empleando CRISPR-
Cas

La deteccion de acidos nucleicos de patdgenos se ha realizado habitualmente mediante métodos
como PCR que presentan desventajas tales como la complejidad de los equipos y los reactivos
empleados, el tiempo requerido y la cualificacion necesaria del personal. Por ello, es importante
el desarrollo de herramientas de deteccidn de acidos nucleicos para el diagnostico que presenten
caracteristicas optimizadas de rapidez, especificidad, sensibilidad y rentabilidad. Con esta

finalidad, se han propuesto los sistemas SHERLOCKv2 (Gootenberg et al., 2018), SHERLOCK
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(Kellner et al., 2019) y DETECTR (Chen et al., 2018), cuyos mecanismos de funcionamiento
aparecen esquematizados en la figura 4. Un elemento crucial para el desarrollo de estos sistemas
fundamentados en CRISPR es el hallazgo de la actividad colateral que ejercen las nucleasas Cas12
y Casl3 (Chen et al., 2018).

El método DETECTR se basa en la actividad colateral de la nucleasa Casl2a, de tipo V (Yan et
al., 2019), que se encuentra activada tras unirse especificamente al RNA diana. Una etapa previa
de preamplificacion isotérmica (RPA) permite el enriquecimiento de las secuencias diana para
aumentar la sensibilidad de la prueba. EI DNA se somete a una RPA y se mezclan con gRNA 'y
sondas fluorescentes de RNA (Chen et al., 2018). En caso de que el DNA diana se halle en la
muestra analizada, el gRNA vy la proteina Casl2a, que se encuentran unidos, llevan a cabo el
reconocimiento y la escision especifica del DNA diana. La actividad colateral de Cas12 provoca
cortes inespecificos en las sondas fluorescentes, impidiendo la interaccion fluoréforo-quencher y

provocando la emisién de fluorescencia.

Posteriormente se presento la tecnologia SHERLOCK, fundamentada en el mismo mecanismo
que DETECTR pero que emplea nucleasas Cas de tipo VI, como la proteina Cas13 (Kellner et
al., 2019). Cas13 reconoce y corta especificamente RNA, en contraposicion a Casl12a, que realiza
estas funciones con DNA. El sistema SHERLOCK es capaz de detectar el virus Zika, el virus del
dengue, diversas bacterias y polimorfismos en el DNA de un unico nucleétido (SNPs) con una
sensibilidad a nivel attomolar (Gootenberg et al., 2017).

Sin embargo, el método SHERLOCK se encuentra limitado por las medidas cualitativas en lugar
de cuantitativas y el requerimiento de equipamientos de deteccion de fluorescencia. Estas
limitaciones se extinguieron con la aparicion de la plataforma SHERLOCKV2, que es 3.5 veces
mas sensible que SHERLOCK gracias a la union de Cas13a con una ribonucleasa efectora auxiliar
denominada Csm6 (Huang y Zhu, 2021). SHERLOCKV2 constituye un sistema de diagnostico
cualitativo altamente sensible que permite la deteccidn colorimétrica en tiras (Gootenberg et al.,

2018), por lo que es sencillo y no requiere equipamientos sofisticados.
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Figura 4. Ensayos SHERLOCKv2, SHERLOCK y DETECTR que emplean el sistema CRISPR-Cas para
la deteccién de DNA o RNA (Mustafa y Makhawi, 2021). Con la unién a un RNA guia, la proteina Cas
activa su actividad nucleasa, escindiendo los &cidos nucleicos diana (RNA para Casl3 y ssDNA para
Casl2) y los &cidos nucleicos cercanos debido a su actividad colateral. Estas escisiones colaterales
provocan el aumento de la sefial fluorescente al cortar el oligonucleétido que une el fluoréforo (verde) al
quencher (rojo). (lzquierda) Representacion esquematica de la tecnologia SHERLOCKV2, la cual permite
la deteccion directa de RNA viral mediante tiras. (Centro) Representacion esquematica de la tecnologia
SHERLOCK, la cual permite emplear DNA o RNA, realizando una transcripcién inversa. (Derecha)

Representacion esquematica de la tecnologia DETECTR.

1.5. Fragmentos derivados de tRNA

Los ncRNA, entre los que se encuentran el microRNA (miRNA) y el RNA largo no codificante
(IncRNA), son moléculas reguladoras implicadas en numerosas funciones bioldgicas tales como
el crecimiento, la proliferacion y la diferenciacion celular (Fatica y Bozzoni, 2013). EI RNA de
transferencia (tRNA) es un RNA no codificante (ncRNA) caracterizado por llevar a cabo la

decodificacion del RNA mensajero (MRNA) y su consecuente sintesis proteica.

El tRNA maduro es sometido a modificaciones postranscripcionales que permiten que adquiera
la estructura adecuada y tolere las nucleasas celulares (Zhu et al., 2018). Investigaciones recientes

han descubierto el papel regulador del tRNA y el aminoacil-tRNA, los cuales intervienen en la
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respuesta al estrés, la proliferacion celular, la represion de la traduccion, la estabilizacion del
genoma VY la herencia epigenética (Raina y Ibba, 2014). Tanto los tRNA integros como los
fragmentos de pre-tRNA y tRNA maduros, denominados tsncRNA, presentan la capacidad de
cumplir estas funciones de regulacién. Hasta el momento, los tsncRNA habian sido considerados
productos de degradacién del tRNA, pero presentan numerosos dominios especificos coincidentes
con tRNA maduros, por lo que se propuso gue los tsncRNA pueden tener un origen no aleatorio

y desempefiar funciones bioldgicas (Kawaji et al., 2008).

Los tsncRNA pueden clasificarse en fragmentos derivados de tRNA (tRF), mitades de tRNA
(tRH) y pequefios RNA derivados de tRNA (tsRNA) (Peng et al., 2018). Los tRF suelen tener
una longitud de entre 14 y 40 nt y son originados por cortes especificos en tRNA maduros o pre-
tRNA (Lee et al., 2009). Estos fragmentos derivados de tRNA se clasifican en tRF-1, tRF-3 y
tRF-5 (Kim et al., 2017) en funcién del extremo del tRNA del cual provienen. La clase tRF-1
suele provenir de las secuencias del extremo 3’ de pre-tRNA y las clases tRF-3 y tRF-5 coinciden
con las secuencias de los extremos 3’ y 5°, respectivamente, de tRNA maduros (W. Wu et al.,
2021).

1.6. Deteccion de SARS-CoV-2 mediante CRISPR-Casl13 y tRF

Se conoce que los tRF constituyen reguladores fundamentales de las interacciones huésped-virus
y mediante T4 PNK-RNA-seq se ha confirmado la existencia de diferencias significativas entre
los perfiles de sncRNA de individuos positivos y negativos para SARS-CoV-2 (W. Wu et al.,
2021). Los sncRNA que experimentan mas cambios entre sujetos positivos y negativos para
SARS-CoV-2 son los RNA asociados a Piwi (piRNA) y los tRF. De estos Gltimos, la mayoria son
de clase tRF-5 (W. Wu et al., 2021), es decir, derivan del extremo 5° del tRNA. Este patron
diferencial permite establecer los tRF afectados como potenciales biomarcadores para el
diagnostico, ya que el perfil de tRF modificado por la infeccion de SARS-CoV-2 parece
especifico de SARS-CoV-2. Este trabajo establece el tRF5-GIuCTC como diana que el sistema
CRISPR-Cas13 debe detectar.
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es el empleo del sistema CRISPR-Cas13 para la regulacion de

la expresion génica y como herramienta de diagndstico. En concreto:

v’ Caracterizar el silenciamiento de la expresion de la proteina fluorescente sfGFP cuando

el RNA diana que escinde Cas13d se encuentra proximo al RNA codificante de dicha
proteina.

v" Detectar el virus SARS-CoV-2 en muestras mediante el sistema CRISPR-Cas13 con

tRF5-GIuCTC como diana, un RNA sobreexpresado con la infeccién de este virus.
Para ello, se proponen los siguientes objetivos especificos:

- Construir un plasmido pQE-60 recombinante con un gRNA (AntimScarlet o gRandom)
y la proteina Cas13d y un plasmido pPoliREP recombinante que exprese un mRNA

policistronico codificante de dos proteinas fluorescentes.

- Cotransformar células E. coli con las construcciones generadas:
pQE6O_Casl13d_AntimScarlet y pPoliREP, y pQE-60_Cas13d_gRandom y pPoliREP.

- Analizar el silenciamiento de la expresion de la proteina sfGFP en funcién de la
disminucién de la fluorescencia verde emitida y analisis del crecimiento celular en

funcién de la absorbancia.

- Desarrollar un sistema de deteccion basado en la ribonucleoproteina formada por Cas13
y un gRNA complementario a tRF5-GIuCTC que produzca una fluorescencia diferencial

a distintas concentraciones de la diana.

- Determinar la capacidad del sistema detector de discriminar entre sujetos positivos y
negativos para SARS-CoV-2, dado su nivel de expresién de tRF5-GIUCTC.
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3. Materiales y métodos

3.1. Material biolégico, manipulacion y condiciones de

crecimiento

3.1.1. Cepas de Escherichia coli

Todas las construcciones realizadas en este trabajo se clonaron empleando cepas de E. coli
electrocompetentes. Se transformaron células E. coli DH5a con las construcciones, exceptuando
aquellas construcciones que contenian el DNA codificante de la proteina Casl13d. Para las
construcciones que albergaban Cas13d se empled la cepa DH5aZ1. Esta cepa se eligié debido a
que contiene en el casette Z1 dos copias del gen lac® que codifican la proteina Lacl. Esta a su vez
reprime la expresion de Cas13d en ausencia de su inductor (IPTG).

3.1.2. Medios y condiciones de crecimiento

Para el cultivo en medio liquido de las células E. coli se empled medio LB (1% triptona, 0.5%
extracto de levadura, 1% NaCl) y para el cultivo en medio sélido, se afiadié agar 2% en placas
Petri. Ademas, se adicionaron los antibidticos necesarios en aquellos casos en los que se requeria
un medio selectivo. Todos los medios se esterilizaron en autoclave a una temperatura de 121 °C
y una presion de 1 atm durante 20 min. Las células E. coli se cultivaron a una temperatura de 37

°C, en el caso de cultivos liquidos se mantuvieron en agitacion a 200 rpm.

3.1.3. Transformacion de células E. coli electrocompetentes

Para la transformacion de las células electrocompetentes de E. coli se mezclaron 1 pL de cada
uno de los plasmidos de interés y 40 uL de E. coli electrocompetentes. La mezcla resultante se
transfirid a una cubeta de electroporacion estéril, tras lo cual se realizé la electroporacién a 1.8
KV. Seguidamente y de manera inmediata, se resuspendieron las células en 1 mL de medio SOC
(2 % de triptona, 0,5 % de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de
MgCl,, 10 mM de MgSO4, 20 mM de glucosa) y se transfirieron a un tubo eppendorf estéril, el
cual se incub6 a 37 °C durante 1 hora en agitacion. Por ultimo, se sembraron en condiciones de
esterilidad las células transformadas en una placa con medio selectivo LB con el antibiético

correspondiente a la resistencia conferida por el plasmido de interés
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3.2. Plasmidos

3.2.1. pREP2

El plasmido pREP2 es un plasmido construido previamente por el grupo de investigacion a partir
de pl5cat. p15cat se trata de un vector bacteriano de 1634 bp. Su origen de replicacion p15A
presenta un bajo numero de copias y contiene un gen que le confiere resistencia a cloranfenicol
(CmR). Para la construccion de pREP2, se realizo la clonacion de los genes sfGFP y mScarlet en
pl5cat bajo dos promotores constitutivos J23119. EI mapa del plasmido resultante se encuentra
representado en la figura 5.

Figura 5. Mapa del plasmido pREP2. Este vector alberga un origen de replicacion p15A de bajo nimero
de copias, un gen de resistencia a cloranfenicol (CmR) y las proteinas fluorescentes sSfGFP y mScarlet,

cada una bajo un promotor constitutivo J23119.

3.2.2. pQE-60_Cas13d

El plasmido pQE-60 es un vector bacteriano de 3431 bp (SNAPGENE, n.d.) que presenta un
elevado nimero de copias. Este vector contiene un origen de replicacion que permite mantener el
plasmido, un gen de resistencia a ampicilina (AmpR), un sitio de clonacién multiple y una etiqueta
de poli-histidina en el extremo C-terminal para asegurar la correcta purificacion de la proteina
completa (QIAGEN, n.d.). Ademas, cabe destacar que este vector presenta un promotor T5 que
se encuentra reprimido por la proteina Lacl y cuya expresion puede ser inducida mediante IPTG.
El grupo de investigacion insertd previamente el gen Cas13d bajo el promotor inducible T5 en el

vector pQE-60. El mapa del plasmido resultante se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Mapa del plasmido pQE-60. Se indica la presencia de un origen de replicacion de alto nimero

de copias, un gen de resistencia a ampicilina (AmpR) y un promotor inducible T5.

3.3. Cebadores

Los cebadores empleados en este trabajo aparecen en la tabla 1 que se muestra a continuacion.

Tabla 1. Secuencias, temperatura de melting y diana de amplificacion de los cebadores directos y

reversos utilizados para la amplificacién de DNA mediante PCR.

Tm* Diana de
Cebador Secuencia (5°—3) L
(°C) | amplificacion
C13d 5 Fwd CCTCACCGTGATCTACCACA 60.5 | Insertoen el
vector pQEG0
PQEGO_Rev TATCCAGCTGAACGGTCTGG 60.5 para
secuenciacion
gBlock_Fwd ATGGTCATTAAGGCGCAAAGC 59.5 | Fragmento de
DNA
gBlock_Rev TTATCGCCCCTGAATGGCTA 584 | sintetico
Policistronic2_Fwd | GGCTCTAGAGAAAGAGGAGAAATACCCGATGGG | 65.6 Plasmido
- . pPoliREP
Policistronic2_Rev | GCTCTAGACGGCGGGCTTTGTTATTTGTACAG 64.4
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*: Temperatura de melting de los oligonucle6tidos o temperatura a la cual la mitad de las dobles

hebras de DNA se encuentran disociadas.

3.4. Técnicas de manipulacion de acidos nucleicos

3.4.1. Amplificacion por PCR

Se amplifico el DNA mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) empleando la DNA
polimerasa Phusion. Esta polimerasa de alta fidelidad presenta una fidelidad 52 veces mayor que
la polimerasa Taq y cortos tiempos de extension (15-30 s/kb). Los productos generados por la

DNA polimerasa Phusion presentan extremos romos.

Para la reaccion de amplificacion de los fragmentos de DNA sintéticos se mezclaron, en un
volumen final de 20 pL, empleando puntas de filtro y en cabina, 4 pL. de tampéon HF (x5), 0.16
puL de dNTPs (25 mM), 0.4 pL del cebador directo (gBlock_Fwd, 25 puM), 0.4 uL del cebador
reverso (gBlock_Rev, 25 pM), 0.2 uLL de DNA polimerasa Phusion (2U/uL), 1 L. de DNA molde
(5 ng/uL) y H.0O Milli-Q hasta alcanzar un volumen de 20 pL.

Se incubaron los tubos con los reactivos de PCR en un termociclador con las siguientes
condiciones: la desnaturalizacion de la doble hélice de DNA se llevé a cabo durante 30 s a 98 °C,
seguida de 30 ciclos que incluyen tres etapas; desnaturalizacion durante 10 s a 98 °C, alineamiento
durante 15 s a la Tm de cada fragmento y extension durante 10 s a 72 °C y, finalmente, 2 min a

72 °C para garantizar la extension adecuada de los productos de PCR.

En el caso del plasmido que albergaba las dos proteinas fluorescentes usadas como reporteros, la
construccion se llevé a cabo mediante PCR sobre un plasmido construido anteriormente por el
grupo de investigacion. Este plasmido original contenia ya los reporteros de forma consecutiva,
pero cada uno bajo un promotor distinto. Con esta PCR, ademas de introducir un sitio de corte
para Xbal en cada uno de los extremos del DNA resultante para digerir los extremos y favorecer
la ligacion, se consigue eliminar el promotor de la proteina mScarlet, sin embargo, se mantiene el
sitio de union al ribosoma. De esta forma, conseguimos construir un mensajero policistronico con

los dos reporteros.

La amplificacion del plasmido se lleva en las siguientes condiciones: en un volumen final de 20
pL, empleando puntas de filtro y en cabina, 4 uLL de tampo6n HF (x5), 0.16 L de dNTPs (25 mM),
0.4 pL del cebador directo (Policistronic2_Fwd, 25 puM), 0.4 pL del cebador reverso
(Policistronic2_Rev, 25 uM), 0.2 uL. de DNA polimerasa Phusion (2U/uL), 1 pL. de DNA molde
(5 ng/uL) y H20 Milli-Q hasta alcanzar un volumen de 20 pL. Una desnaturalizacion inicial de
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98 °C, 30 segundos, seguida de 30 ciclos de amplificacion de 98 °C, 7 segundos; 60 °C, de 15

segundos; 72 °C, 1 minuto y una extensién final de 2 minutos a 72 °C.

Para eliminar restos del plasmido original, se afiaden directamente a las reacciones de
amplificacién 0.5 pL de Dpnl por reaccién de 20 L. Esta enzima de restriccion es sensible a la
metilacién y es capaz de degradar los restos del plasmido original usado como molde en la
amplificacién, pero no el producto de esta. De esta forma, al transformar posteriormente las
células competentes se evitan en gran medida los falsos positivos. Tras la digestién con Dpnl, se

purificé el plasmido con el kit de Zymo DNA Clean y Concentrator™-5,
3.4.2. Digestion de plasmidos

El plasmido pQE-60_Cas13d se digiri6 mezclando en un tubo eppendorf estéril 2 uLL de tampon
Tango (10X) (33 mM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnesio, 66 mM acetato de potasio, 0.1
mg/ml BSA), 4 uL del plasmido, 1 uL de enzima de restriccion Nhel y 13 puL de H.O Milli-Q y
se incubd a 37 °C durante 1 hora. Tras la digestion, se rellenaron los extremos cohesivos en 3’
para dar lugar a extremos romos empleando 0.5 pL de fragmento de Klenow, 20 puL del plasmido
PQE-60 digerido y 0.5 pL de dNTPs. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 30 min. Por ultimo, se
purificé el vector pQE-60 digerido mediante el kit Zymo DNA Clean y Concentrator™-5,

Los productos de la PCR sobre el plasmido pREP2 se digirieron para generar extremos cohesivos
y optimizar el proceso de ligacién, con la enzima de restriccién Xbal; mezclando en un tubo
eppendorf estéril 2 pLL de tampdn Tango (10X) (33 mM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnesio,
66 mM acetato de potasio, 0.1 mg/ml BSA), 4 uL del plasmido producto de la PCR, 1 uL de
enzima de restriccion y 13 pL de H,O Milli-Q y se incub6 a 37 °C durante 1 hora.

3.4.3. Ligacion

Tras realizar la amplificacion de los fragmentos de DNA sintéticos y la digestiéon del plasmido
PQE-60, se llevo a cabo la reaccion de ligacion. Se emplearon 2 pL de plasmido y 2 pL de
fragmento de DNA, 1 pL de tampoén ligasa T4, 1 uL de T4 DNA ligasay 1 pL. de PEG 4000 para
aumentar la tasa de ligacion, ya que los fragmentos de DNA sintéticos eran productos de PCR y
presentaban extremos romos. Se adicion6 H>O Milli-Q hasta alcanzar un volumen de 10 uL y se

incubd a 4 °C durante toda la noche.

Tras la digestion del plasmido pPoliREP, se llevd a cabo la reaccion de ligacion. Se emplearon 3
uL de PCR purificada, 1 uL de tampon ligasa T4 (10X) y 1 uL de T4 DNA ligasa (5 U/uL). Se

adicion6 H,O Milli-Q hasta un volumen de 10 pL y se incub6 a 4 °C durante toda la noche.
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3.4.4. Purificacidn de plasmidos

El DNA plasmidico se extrajo a partir de 2 mL de E. coli transformadas y cultivadas en medio
LB hasta la saturacion durante la noche mediante el Kit Miniprep GeneJET de extracciéon de
plasmidos. Este kit se basa en la resuspension de las bacterias presentes en el pellet tras la
centrifugacion, lisis alcalina, neutralizacion del lisado, union del DNA plasmidico a la membrana
de silice dispuesta en la columna, lavado del DNA adsorbido y elucidn de este. Tras la extraccion,
el DNA se cuantificé mediante un espectrofotometro NanoDrop™ One (Thermo Scientific™).

3.4.5. Transcripcion de RNA

Se disefiaron moléculas de RNA con secuencias especificas que sirvieran tanto de RNA guias
(gRNA) para las proteinas Cas13 como de dianas para las mismas. Dichas moléculas fueron

transcritas in vivo o in vitro en funcion del experimento.

3.4.5.1. Transcripcion in vivo

En los experimentos de silenciamiento de la expresion las moléculas de gRNA fueron transcritas

por la célula huésped in vivo. Sus secuencias codificantes aparecen en la tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de DNA codificantes de los RNA guias. La secuencia espaciadora responsable del
reconocimiento de la diana aparece resaltada en negrita, mientras que el bucle de unién a Cas aparece

sin resaltar. En la columna de la derecha se indica la diana de reconocimiento del gRNA.

gRNA Secuencia (5°—3°) Diana

. mScarlet
AntimScarlet80 CAAGTAAACCCCTACCAACTGGTCGGGGTTTGAAAC £ 80
GCCCTCGATCTCGAACTCGTGG (nt 80)

. mScarlet
AntimScarlet244 | CAAGTAAACCCCTACCAACTGGTCGGGGTTTGAAAC 4l
GACTGCTTATAGTAGTCGGGGA (nt 244)

n mScarlet
AntimScarlet599 | CAAGTAAACCCCTACCAACTGGTCGGGGTTTGAAAC (nt 599)

GTGGGAGGTGATGTCCAACTTG

gRandom CAAGTAAACCCCTACCAACTGGTCGGGGTTTGAAAC
GTATAATTCGAGTCCAACATAG

3.4.5.2. Transcripcion in vitro

La produccién de las moléculas (QRNA y tRNA) para experimentos in vitro se llevo a cabo

mediante el kit comercial TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (ThermoFisher).
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Inicialmente se adquirieron (IDT) oligonucleétidos monocatenarios que codifican para las
moléculas deseadas, por lo tanto, fue necesario un primer paso de hibridacion para conseguir una

doble hebra molde capaz de ser reconocida por la transcriptasa

Para la hibridacion se mezclaron 4.5 pL de oligo “T7 promoter” (100 uM), 4.5 uL de oligo
“Txoligo” correspondiente (100 uM) y H>O Milli-Q hasta alcanzar un volumen de 20 pL. La
mezcla se incubd en un termociclador a 95 °C durante 3 min para la desnaturalizacién, seguido
de 15 mina 25 °C. Las secuencias de los oligonucle6tidos usados (los gRNA de Cas13d y Cas13a,

la secuencia diana tRNA sintético y el promotor T7) se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Secuencias de los oligonucleotidos. La secuencia espaciadora responsable del reconocimiento
de la diana aparece sin resaltar, mientras que el bucle de unién a Cas13 aparece resaltado en negrita.
Ademas, la secuencia del promotor T7 se muestras en cursiva. En la columna de la derecha se indica la

diana de reconocimiento del gRNA.

Oligonucledtido Secuencia (5°—3?) Diana

GGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGTTTCAAACCCCGACCA | tRF5-

Txoligo_gRNA_Casl3d | ~ 11 o AGGGGTTTACTTGCCTATAGTGAGTCGTATTAGCGC | GIUCTC

GGTGGTCTAGTGGTTAGGATTCGGTTTTAGTCCCCTT tRF5-

Txoligo_gRNA_Cas13a CATTTTTGGGGTGGTCCTATAGTGAGTCGTATTAGCGC GIUCTC

Txoligo_tRNAsynth CGCCGAATCCTAACCACTAGACCACCA )
- GGGACCTATAGTGAGTCGTATTAGCGC

T7 promoter GCGCTAATACGACTCACTATAGG -

La transcripcion se realiz6 mezclando 2 puL. del DNA molde, 8 uL de ATP/CTP/GTP/UTP mix,
2 pL de mix enzimatico TranscriptAid T7, 4 uL de Buffer TranscriptAid (5X) y H.O Milli-Q
hasta alcanzar un volumen de 20 pL. La mezcla resultante se incubé a 37 °C durante 2 horas.
Posteriormente, se afiadieron 2 pLL de DNasal (1U/uL) a 37 °C durante 15 min para degradar el
DNA molde y 2 uL de agente quelante EDTA a 65 °C durante 10 min para eliminar posibles
contaminaciones. Por Gltimo, los gRNA y el tRNA sintético resultante se purificd mediante el kit

Zymo RNA Clean y Concentrator™.-5.

3.5. Electroforesis de DNA

Para el andlisis de la clonacion en los plasmidos se realizaron electroforesis en gel de agarosa al

0,8% y para el analisis de los fragmentos de DNA sintéticos a insertar en vectores se realizaron
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al 2%, puesto que los segundos presentan una masa molecular menor. Para ello, se virtié un
volumen de 50 mL de agarosa fundida en tampon TBE (Tris-Borato-EDTA) con 2 uL de solucion
de tincién de &cidos nucleicos RedSafe™ y se dejé enfriar con un peine inmerso de un nimero
de pocillos variable. Transcurridos 15 min, al solidificarse el gel, se extrajo el peine y se sumergié

el gel en una cubeta de electroforesis llena de tampoén TBE (0.5X).

A cada una de las muestras se le adicionaron 5 pL de tampo6n de carga (30% glicerol, 0.25% azul
Bromofenol). Se cargaron las muestras en pocillos y se llevo a cabo la electroforesis a 120 V
durante 40 min. La masa molecular de las muestras se confirmé empleando un marcador de peso
molecular de 100 bp — 10 Kb (Cleaver Scientific) en el caso de plasmidos y fragmentos grandes
y de 10 bp — 300 bp (Thermo Scientific) para pequefios fragmentos de DNA. Por ultimo, se
visualiz6 el DNA bajo luz ultravioleta.

3.6. Secuenciacion de DNA

Para comprobar que la clonacién se habia producido correctamente, se secuenciaron por Sanger
algunas secuencias del DNA plasmidico obtenido tras la extraccion a través de un servicio de
secuenciacion. Se prepararon alicuotas de las muestras a secuenciar a una concentracion de 50
ng/uL. A las alicuotas se les adiciono 1 pL del cebador pQE-60_Rev para una concentracion final
de 2,5 uM y H20 Milli-Q hasta alcanzar un volumen final de 10 pL.

3.7. Moléculas reporteras: fluoroforos

Los fluoréforos son moléculas capaces de absorber radiacion de una longitud de onda y emitirla
a una longitud de onda distinta, produciendo fluorescencia de diversos colores. Se utilizan

habitualmente en investigacion como reporteros de diferentes actividades y procesos bioldgicos.

3.7.1. Proteinas fluorescentes

Las proteinas fluorescentes constituyen una herramienta muy Util en diversas areas de la biologia.
Este trabajo investiga la presencia de actividad colateral desempefiada por el sistema CRISPR-
Cas13d, para lo cual se requiere un mRNA policistronico que codifica las proteinas fluorescentes
sfGFP (que emite fluorescencia verde) y mScarlet (que emite fluorescencia roja) bajo un mismo

promotor constitutivo. Ambas proteinas fluorescentes sirven de reporteros.

La proteina sSfGFP es una proteina fluorescente verde dimérica derivada de Aequorea victoria que
emite fluorescencia de manera constitutiva (FPBASE, n.d.). Presenta un peso molecular de 26.8

kDa y una longitud de onda de maxima excitacion y emision de 485 nm y 510 nm,
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respectivamente (FPBASE, n.d.). Aquellas proteinas fluorescentes derivadas de la proteina
fluorescente verde (GFP) son especialmente interesantes porque son pequefias, presentan una
conformacion de barril f y un croméforo que absorbe y emite radiacion en la region visible del
espectro (Tsien, 2009). La sfGFP pertenece a este grupo y presenta ventajas respecto a otras
proteinas fluorescentes, que se agregan y se desnaturalizan de manera irreversible (Pédelacq et
al., 2006). Por el contrario, la sSfGFP se pliega muy eficientemente, incluso tras la fusién con un

péptido plegado erréneamente (Pédelacq et al., 2006).

La proteina mScarlet es una proteina fluorescente roja monomérica de origen sintético que emite
fluorescencia constitutivamente. Tiene un peso molecular de 26.4 kDa y una longitud de onda de

méaxima excitacion y emisién de 569 nm y 594 nm, respectivamente (FPBASE, n.d.).

3.7.2. Sonda 6-FAM

La 6-carboxifluoresceina, también conocida como 6-FAM, es un fluoré6foro de 376.32 Da de peso
molecular. El fluoré6foro 6-FAM presenta una longitud de onda de excitacion y emisién de 495
nm y 519 nm, respectivamente. 6-FAM se encuentra unido a una molécula quencher a través de
un oligonucleotido de RNA, dando lugar a una sonda. Cuando la sonda se encuentra integra, el
reportero se encuentra a muy poca distancia del quencher y se reprime la emision de fluorescencia
por parte del reportero (Butler, 2012). Sin embargo, cuando el oligonucleétido es degradado, la
represion del quencher sobre el reportero cesa y la emision de fluorescencia aumenta. La sonda
especifica empleada en este trabajo es 5'-FAM/rUrUrUrUrU/IABKFQ-3".

3.8. Caracterizacion de perfiles de expresion in vivo

Con el objetivo de medir la fluorescencia emitida por cada muestra y la absorbancia que
presentaba cada una de ellas, relacionada directamente con el crecimiento celular, se realiz6 una
caracterizacién. La fluorescencia de sfGFP se midi6 con las longitudes de onda de excitacion a
485 nm y emision a 535 nm. En el caso de mScarlet, se usaron unas longitudes de onda de 570

nmy 610 nm para la excitacion y emision, respectivamente.

Las células transformadas se incubaron en LB con ampicilina y cloranfenicol a 37 °C y con una
agitacion de 200 rpm durante toda la noche. Se introdujeron en una placa de 96 pocillos negra y
de fondo transparente 2 uL de cada cultivo celular, asi como 200 uL. de medio M9 suplementado
(33.7 MM Na2HPO4, 22.0 mM KH2PO4, 8.55 mM NaCl, 9.35 mM NHA4CI, glucosa 0.4%, 1 mM
MgS04, 0.3 mM CaCl2, 1 pg/mL biotina, 1 pg/mL tiamina, 1X solucion de elementos traza) con
ampicilina y cloranfenicol. Dos de los pocillos incluyeron medio M9 sin antibiético para

comprobar el crecimiento de las células DH50Z1 sin plasmidos y dichos pocillos actuaron como
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control negativo de fluorescencia. Se empleé medio M9 para la caracterizacion puesto que el
medio LB emite fluorescencia verde y generaria ruido de fondo. Ademas, en algunos de los
pocillos se adiciona IPTG 100 puM, el cual actia como inductor del promotor T5 de la
transcripcion de Casl13d. La composicion de cada uno de los pocillos de la placa aparece

representada en la figura 7.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
80 + 80 + 244+\ 244+ (5994 @ 599+ gR+ gR +
A ((Blanco)) { ppr )l | pPR pPR ) | pPR pPR pPR | pPR PPR

Blanco 0t 80 + 244 +\ 244+ 599 + 599 + gR + gR +
- pPR ) pPR ~ { ‘opr ) ‘ppR ' | pPr) | pPR  \ pPR ) ' pPR

: 80 + 80 + 244 +\ | 244+ [599+) @ 599+ [ gR+ gR +
> DH5aZ1
C 4 pPR ) | pPR pPR/ | pPR pPR pPR  \ pPR pPR

80+ 80+ R+ R+
D 244 + 244 + 5990 + 5990 + g g
DH5aZ1 | ppR ) | pPR pPR/ ' pPR pPR/ | pPR \ pPR/ . pPR

Figura 7. Representacion esquematica de la composicion de los pocillos para la caracterizacion. Los
pocillos del blanco contienen Unicamente medio M9 con antibioticos. Los pocillos de color rosa contienen
células DH5aZ1 y medio M9 libre de antibioticos como control negativo de la fluorescencia. El resto de
los pocillos contienen, de izquierda a derecha, células DH5aZ1 transformadas con los plasmidos pPoliREP
(pPR) y pQE-60 con el inserto Cas13d y AntimScarlet80 (80), AntimScarlet244 (244), AntimScarlet599
(599) o gRandom (gR). Ademas, los pocillos de color amarillo contienen IPTG 100 uM para inducir la
transcripcion de la proteina Cas13d.

La placa de caracterizacion se incub6 a una temperatura 37 °C en agitacion. A las 3, 5, 6 y 24
horas se midieron mediante un lector de microplacas Varioskan™ LUX la absorbancia (600 nm)
y la fluorescencia emitida, tanto verde como roja; para comprobar el crecimiento celular y el

silenciamiento de la expresion de las proteinas fluorescentes, respectivamente.

3.9. Inactivacién de muestras

La primera inactivacion del virus SARS-CoV-2 de las muestras del tracto respiratorio de pacientes
se realizo en el hospital del cual provenian. Para garantizar la completa inactivacién del virus, se
realizo en el laboratorio una segunda inactivacion térmica consistente en una primera etapa a 60

°C durante 5 min y una segunda etapa a 98 °C durante 2 min.
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3.10. Formacién del complejo ribonucleoproteico

Las particulas de ribonucleoproteina (RNP) son complejos constituidos por RNA, tanto
codificante como no codificante, y proteinas de unién a RNA (RBP) (Behler y Hess, 2020). En
las reacciones in vitro con proteinas Cas efectoras es necesario un paso de formacién de un
complejo ribonucleoproteico, en este caso la proteina Casl13 y el gRNA complementario a una
fraccion de la secuencia del RNA diana (tRF5-GIUCTC).

Para la formacion de la RNP, se mezclaron 1 pL de proteina Cas13a (100 nM) o Casl13d (150
nM), 2 uL. de tampon NEB 2.1 (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCls, 100 pg/mL BSA),
5 uL del RNA guia (250 nM), 1 pL de inhibidor de la RNasa (20 U/uL) para evitar la degradacion
enzimatica de la sonda FAM vy, por tanto, la aparicion de sefial inespecifica y H,O Milli-Q hasta
alcanzar un volumen de 20 uL. A continuacion, se incubaron a temperatura ambiente durante 30

min.

3.11. Medida de la actividad colateral de Casl3 mediante

fluorescencia

La proteina Cas13 degrada el fragmento de tRNA tRF5-GIuCTC gracias a su complementariedad
con el gRNA. El reconocimiento de dicha diana induce la actividad colateral de Cas13, que corta
la sonda. Como ya se ha indicado, dicha sonda esta constituida por una molécula de 6-FAM unida
a una molécula quencher a través de un oligonucleétido de RNA. Cuando Cas13 corta la sonda,
el fluor6foro se libera del quencher y se emite la fluorescencia que indica la presencia de la

secuencia diana.

La cuantificacion se realizo mezclando 17 pL de la incubacidn para la formacion de RNP descrita,
2 uL de muestra y 1 puL de sonda (10 uM) e incubando la mezcla a 37 °C durante 30 min. A
continuacion, se colocaron las muestras en una placa negra de fondo transparente de 384 pocillos
y se midié la fluorescencia emitida por cada una empleando un lector de microplacas
CLARIOstar® High Performance Monochromator Multimode Microplate Reader (BMG

Labtech) a una longitud de onda de excitacién/emision de 483/530 nm.
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4. Resultados y discusion
4.1. Regulacion de la expresion génica in vivo

Entre los objetivos de este trabajo se encuentra el estudio del silenciamiento de la expresién de la
proteina fluorescente sfGFP cuando su secuencia codificante se encuentra cercana a la secuencia
codificante de la proteina fluorescente mScarlet en un mismo mensajero. El sistema CRISPR-
Cas13d es el responsable de este silenciamiento ya que presenta actividad nucleasa colateral y
realiza cortes no sélo en el RNA diana dictado por el gRNA, sino también en los RNA que se
encuentran proximos. El pldsmido pPoliREP se ha construido de manera que las proteinas
reportero sfGFP y mScarlet se transcriban en un Gnico mRNA policistronico, por lo que los
mRNAs codificantes de ambas proteinas son contiguos. El estudio de este caso es interesante
puesto que los mensajeros policistronicos ocurren en la naturaleza en operones (Jacob y Monod,
1961), por ejemplo, y no se tiene certeza sobre si al actuar Cas13d sobre este tipo de mensajeros

es capaz de silenciar mas de un gen con un solo guia.

El sistema CRISPR-Cas13d degrada el mRNA diana mediante un complejo efector constituido
por el gRNA AntimScarlet y la nucleasa Cas13d que se une por complementariedad al mMRNA
codificante de mScarlet, tal y como se muestra en la figura 8. Esta unidn activa la actividad
nucleasa de Cas13d, por lo que causa cortes en la secuencia de mRNA codificante de mScarlet,
disminuye su expresién y provoca una disminucion en la fluorescencia roja emitida por mScarlet.
La nucleasa Cas13d presenta ademas actividad colateral que podria degradar el RNA codificante
de sfGFP, a pesar de no ser secuencia diana del gRNA, Unicamente porque se encuentra cerca.
Esta actividad colateral causaria la disminucion adicional de la fluorescencia verde emitida por la

proteina sfGFP.
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Cas13d Cas13d sfGFP
Ay

pQE-60 AntimSecarlet pOE-B0 gRandom pPaliREP mScarlet

Cas13d AntimScarlet Cas13d gRandom mRMA policistranico
sfGFP mScarlet
h"‘—""r--m

) ) mRNA policistrdnico
Unidn especifica a
Complejo efector mScarlet
AntimScarlet + Cas13d

Complejo efector
gRandom + Cas13d

MME X

Nucleasa Cas13d

sfGFP mScarlet

Figura 8. Esquema del silenciamiento de la expresién génica de las proteinas sSfGFP y mScarlet mediante
CRISPR-Casl3d. (A) El plasmido pQE-60_Cas13d_AntimScarlet codifica la nucleasa Cas13d y el gRNA
AntimScarlet. (B) El plasmido pQE-60_Casl3d_gRandom codifica la nucleasa Casl3d y el gRNA
gRandom. (C) El plasmido pPoliREP codifica bajo un mismo promotor el mRNA policistronico de sfGFP
y mScarlet. (D) La interferencia del mRNA diana ocurre cuando el complejo efector formado por
AntimScarlet y Cas13d se une a la secuencia de mRNA de mScarlet, provocando escisiones en dicha
secuencia y causando una disminucion en la fluorescencia emitida por mScarlet (rojo). Ademas, la
actividad colateral de la nucleasa Cas13d corta también el mMRNA adyacente, de sfGFP, debiendo producir
también a una disminucion en la sefial fluorescente emitida por sfGFP (verde). Por el contrario, el
complejo efector formado por gRandom y Cas13d no tiene un RNA diana complementario al gRNA, por lo

que no ha de producir disminucidn en la fluorescencia.
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4.1.1. Obtencion de las construcciones

4.1.1.1. pQE-60_Cas13d_gRNA

La interferencia del sistema CRISPR-Cas13d sobre el mMRNA de la proteina mScarlet puede darse
con cualquier gRNA que sea complementario a un fragmento de este mMRNA. Sin embargo, se
escogieron tres secuencias de gRNA complementarias a diferentes secciones del mMRNA de
mScarlet (AntimScarlet80, por coincidir con el nucleétido en la posicidn 80 respecto a la A del
codén de inicio ATG; AntimScarlet244, con el nucleétido 244 y AntimScarlet599, con el
nucleotido 599) y una secuencia de gRNA no complementaria como control negativo (gRandom),

en cuyo caso el sistema no deberia activarse ni producir cortes en el mRNA.

Los fragmentos de DNA codificantes de los gRNA empleados, cuyas secuencias se encuentran
en la tabla 3, se clonaron individualmente por restriccion-ligacién en plasmidos pQE-60 que
albergaban el inserto de DNA codificante de Casl3d. Para ello, se realiz6 la digestion del
plasmido pQE-60_Cas13d y se rellenaron los extremos cohesivos resultantes mediante fragmento
de Klenow, para originar un plasmido con extremos romos que permitiera la ligacién con un
producto de PCR. Los insertos de DNA codificantes de gRNA AmS80, AmS244, AmS599 y
gRandom se amplificaron mediante PCR a partir de DNA sintéticos adquiridos por el laboratorio.
Los productos de la PCR se visualizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2% para
comprobar que se habian amplificado correctamente, puesto que los fragmentos a analizar tenian

un peso molecular de 243 bp, cuyo resultado se muestra en la figura 9.

AmS80 AmS244 AmS599 gR

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa empleando como muestras los productos de PCR de los gRNA.
(A) Las cuatro réplicas de los gRNA AntimScarlet80 (AmS80), AntimScarlet244 (AmS244) vy
AntimScarlet599 (AmS599) aparecen como un fragmento de unos 240 bp. (B) Réplicas de gRandom (gR)
que se visualizan como bandas a unos 240 bp.

Tras la digestion del vector y la formacion de extremos romos, se llevé a cabo la ligacion de los
fragmentos codificantes de los gRNA (AntimScarlet80, AntimScarlet244, AntimScarlet599 y
23
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gRandom) en el plasmido pQE-60, que contenia previamente el inserto de la proteina efectora
Casl3d, y se purificaron las ligaciones. Para comprobar que el inserto se habia ligado
correctamente, se realizd una transformacion mediante electroporacion en células
electrocompetentes DH5aZ1, las cuales se sembraron en placa y, cuando hubieron crecido, se
picaron las colonias para tener los cultivos celulares en medio liquido. EI crecimiento de colonias
en medio selectivo con ampicilina indica que la transformacion se habia producido correctamente
para esas células, ya que las construcciones de pQE-60 albergaban el gen AmpR. Posteriormente,
se extrajo el DNA plasmidico y se cuantificé para ajustar la concentracion del extracto hasta la
adecuada para la secuenciacion. EI DNA plasmidico extraido de las multiples réplicas se
secuenci6 por Sanger empleando el cebador pQE_60_Rev y se compararon con las secuencias

esperadas. Las construcciones resultantes de la clonacion se muestran en la figura 10.
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C AmpR promoter_bla T5Promoter RNA
Lac operator_protein bind
Lac operator_protein bind
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gRNA Ams599 Stop
Lambda t@ terminator,J23119 Promoter
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Lambda t@ terminator,J23119 Promoter

Figura 10. Mapas de las construcciones pQE-60 con los insertos de fragmentos de DNA. Todas las
construcciones incluyen un origen de replicacion de alto nimero de copias, la proteina Cas13d bajo el
promotor inducible T5, un gen de resistencia a ampicilina (AmpR) bajo el promotor bla y el inserto del
fragmento de DNA bajo el promotor constitutivo J23119. (A) Construccion con el inserto AntimScarlet80.
(B) Construccidn con el inserto AntimScarlet244. (C) Construccion con el inserto AntimScarlet599. (D)

Construccién con el inserto grandom, que actuara como control negativo.

4.1.1.2. pPoliREP

Por otro lado, se construy6 un plasmido que alberga las proteinas fluorescentes sSfGFP y mScarlet,
empleadas como reporteros. Este pldsmido se denomina pPoliREP y el mRNA resultante de su
transcripcion debe ser reconocido y escindido por el sistema CRISPR-Cas13d, codificado por los

plasmidos pQE-60_Cas13d_AmS. La construccion de pPoliREP se realiz6 mediante PCR sobre
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un plasmido que originalmente albergaba los reporteros sSfGFP y mScarlet de manera consecutiva,
pero la transcripcién de cada reportero se encontraba bajo un promotor diferente. La PCR permitid
eliminar el promotor del reportero mScarlet, manteniendo el sitio de union al ribosoma, de manera
que las proteinas sfGFP y mScarlet se expresaran bajo un mismo promotor y dando lugar a un
MRNA policistronico que contiene los dos reporteros. Ademas, la PCR permitié introducir un
sitio de corte para la enzima de restriccion Xbal en ambos extremos del DNA. Los productos de
la PCR se visualizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, tal y como se

observa en la figura 11.

pPoliREP

bp
4000
3000
1500

500

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa empleando como muestras los productos de PCR del

plasmido pPoliREP. Cuatro réplicas de pPoliREP que se visualizan como fragmentos de unas 3400 bp.

Para verificar que el plasmido se habia amplificado con éxito, se transformaron células
electrocompetentes DH5a mediante electroporacion, las cuales se sembraron en placa de LB con
cloranfenicol y, cuando hubieron crecido, se picaron las colonias para tener los cultivos celulares
en medio liquido. El crecimiento de colonias en medio selectivo con cloranfenicol sefiala que esas
celulas se habian transformado con éxito, ya que el plasmido pREP2 original albergaba el gen
CmR. Posteriormente, se extrajo el DNA plasmidico y se cuantifico para ajustar la concentracion
del extracto hasta la adecuada para la secuenciacién. EI DNA plasmidico extraido de las maltiples
réplicas se secuenci6 por Sanger empleando el cebador Policistronic2_Rev y se compararon con

las secuencias esperadas. EI mapa del plasmido pPoliREP resultante aparece en la figura 12.
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pPoliREP

3204 bp

Figura 12. Mapa del vector pPoliREP construido mediante PCR. pPoliREP contiene un origen de
replicacion p15A de bajo nimero de copias, un gen de resistencia a cloranfenicol (CmR) y los genes

codificantes de las proteinas fluorescentes sfGFP y mScarlet bajo un mismo promotor constitutivo.

Cuando se obtuvieron y se comprobd que los plasmidos pQE-60_Casl13d_AmS80, pQE-
60 Casl3d _AmS244, pQE-60 Casl3d AmS599, pQE-60 Casl3d gRandom y pPoliREP se
encontraban correctamente construidos, se realizaron cotransformaciones por electroporacion de
células electrocompetentes DH5aZ1. Las células se cotransformaron con cada una de las
construcciones de pQE-60 individualmente y el plasmido pPoliREP y se sembraron en placa.
Todas crecieron correctamente, excepto aquellas cotransformadas con pQE-60_Cas13d_AmS80
+ pPoliREP, por lo que se excluyeron de la caracterizacién posterior. Todas las demas se

transformaron con éxito, dando lugar a células cotransformadas con las siguientes combinaciones:

- pQE-60_Casl13d_AmS244 + pPoliREP
- pQE-60_Cas13d_AmS599 + pPoliREP
- pQE-60_Cas13d_gRandom + pPoliREP

Las celulas que fueron cotransformadas con éxito crecieron en placas con los antibi6ticos
ampicilina y cloranfenicol, puesto que los plasmidos introducidos albergaban los genes de
resistencia a antibiético AmpR y CmR. La caracterizacion de la fluorescencia emitida se realiz6

a partir de estas células.

27



RESULTADOS

4.1.2. Analisis de silenciamiento de la expresion de la proteina sfGFP

El silenciamiento de la expresion de la proteina fluorescente verde sfGFP se caracterizo
disponiendo en una placa las células transformadas con diferentes plasmidos, tal y como se
describe en la figura 6. Para analizar el silenciamiento de sfGFP se realizaron medidas reiteradas
(alas3h,5h,6hy24h)de:

v" Absorbancia, como control del crecimiento y la proliferacion celular.

v Fluorescencia roja, para comprobar el silenciamiento de la expresion de la proteina fluorescente
mScarlet, en aquellos pocillos que contienen un gRNA AntimScarlet como guia para la nucleasa

Cas13d. Este silenciamiento se traduce en una disminucion de la fluorescencia roja.

v" Fluorescencia verde, para comprobar el silenciamiento de la expresion de la proteina
fluorescente sfGFP como consecuencia de la actividad colateral de la nucleasa Cas13d, en

aquellos pocillos que contienen un gRNA AntimScarlet como guia. Este silenciamiento se traduce

en una disminucién de la fluorescencia verde.

La evolucion cronoldgica de los resultados obtenidos se encuentra representada en la figura 13.
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Figura 13. Gréficas de evolucion de absorbancia y emision de fluorescencia verde y roja. Medidas de
absorbancia 600 nm y fluorescencia (unidades arbitrarias, AU) emitida por sfGFP (verde) y mScarlet
(roja) en las diferentes células cotransformadas a 3h, 5h, 6h'y 24h. A la izquierda se muestran las medidas
de los pocillos a los que no se les afiadio inductor del promotor T5 (IPTG) y a la derecha, las de los pocillos
que si contenian IPTG. (A) Medidas de células cotransformadas con los plasmidos pPoliREP y
AntimScarlet244 (AmS244). (B) Medidas de células cotransformadas con los plasmidos pPoliREP y
AntimScarlet599 (AmS599). (C) Medidas de células cotransformadas con los plasmidos pPoliREP y
gRandom (gR).

Si el crecimiento celular fuera suficiente y permitiera apreciar las diferencias, el sistema CRISPR-
Cas13d deberia silenciar la expresion de mScarlet (por ser diana del gRNA) vy, esperariamos
también la de sfGFP (por actividad colateral) en aquellas células que expresan el gRNA
AntimScarlet. Este silenciamiento se observaria en una disminucion de la fluorescencia roja y
verde. En cambio, aquellas células que expresan las proteinas fluorescentes y el gRNA gRandom
deberian actuar como control negativo, en el que la fluorescencia no se veria alterada puesto que

no hay ningin RNA diana complementario a este gRNA.

A pesar de que se observa cierto crecimiento en las graficas de evolucion de la absorbancia a las
24 h de la caracterizacion, el crecimiento bacteriano no alcanza la fase exponencial en las 6
primeras horas donde esperamos estudiar correctamente el circuito. En este periodo de tiempo,
las células de E. coli en medio M9 debian haber alcanzado ya la fase exponencial de crecimiento
(Zhang et al., 2003). Por ello, no es posible percibir la disminucion en la fluorescencia roja y
verde en la fase exponencial, producto del silenciamiento de la expresion génica de las proteinas
mScarlet y sSfGFP. En la fase de saturacién, la acumulacion de las proteinas en las células impide
ver las diferencias en la expresion de las proteinas reporteras. Ademas, ha sido descrito que la
sobreexpresion de proteinas recombinantes produce una carga metabolica que podria explicar las
dificultades observadas en el crecimiento bacteriano (Li y Rinas, 2021; Neubauer et al., 2003);
sumandose, ademas, la posible toxicidad producida por la actividad inespecifica de Cas13d
(Charles et al., 2021).

Un enfoque podria ser probar con una mayor variedad de secuencias guia (Shinoda et al., 2021),
para evitar que la Cas13d efectora tenga como diana algin componente celular imprescindible
para el crecimiento. Sin embargo, este factor es poco probable, puesto que se probo con varias
secuencias de gRNA. Posiblemente, la expresion de la proteina Cas13d esté ralentizando e incluso
impidiendo el crecimiento celular (Zhang et al., 2020), ya que las células cotransformadas crecian
adecuadamente en placa con medio sélido. Una posible alternativa para continuar con el estudio

podria ser modificar el promotor bajo el cual se encuentra la proteina Cas13d, o bien cambiar el
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origen de replicacion del plasmido que la alberga a un nimero de copias menor (Zhang et al.,

2020), para evitar que se exprese en exceso Yy el crecimiento celular cese.

4.2. Diagnostico de SARS-CoV-2 in vitro

La infeccion por SARS-CoV-2 provoca una alteracion en el perfil de expresion de tRNA,
especialmente en los fragmentos de tRNA o tRF (W. Wu et al., 2021). De entre los tRF cuyo
perfil se encuentra alterado con la infeccidn, se seleccion6 como diana el tRF5-GIUCTC. Esta
alteracion permitiria asociar la sobreexpresion de tRF5-GIUCTC con la infeccién por SARS-CoV-
2 realizando un ensayo de diagnostico indirecto mediante el sistema CRISPR-Cas13.

Un complejo efector ribonucleoproteico (RNP) (Behler y Hess, 2020) compuesto por el gRNA
de tRF5-GIUCTC y la proteina efectora Cas13 produce cortes en el RNA diana, el tRF5-GIuCTC.
Adicionalmente, produce cortes inespecificos en los oligonucleétidos que mantienen la unién
fluoréforo-quencher de la sonda, desencadenando la emision de fluorescencia. La diferencia entre
la sefial fluorescente de las muestras procedentes de sujetos positivos y negativos para SARS-
CoV-2 constituiria una potencial herramienta de deteccion indirecta de este virus. La figura 14

expone un esquema de la prueba descrita.

Sonda 6-FAM

' 0»9”"‘*‘4«(0

,{\ Sobreexpresion
- de tRF

SARS-CoV-2

gRNA

Cas13
tRF

Figura 14. Esquema de deteccion de SARS-CoV-2 mediante el sistema CRISPR-Cas13. La infeccion por
SARS-CoV-2 induce la sobreexpresidon del tRF5-GIUCTC. Este fragmento de tRNA es detectable y
cuantificable mediante la unién a un gRNA complementario y la proteina Cas13, la cual produce cortes

entre el quencher (Q) y el fluoréforo (F) de la sonda 6-FAM que provocan la emisién de fluorescencia.
31



RESULTADOS

4.2.1. Disefio y comprobacion del sistema de deteccion

Con el objetivo de desarrollar el mejor sistema posible, se plante6 el uso de dos Cas13 de subtipos
distintos, Casl13a y Casl13d, para posteriormente poder escoger aquella proteina que presentase
un mayor rango dinamico entre la sefial mas positiva y la negativa. Se disefiaron gRNA
especificos para cada una de ellas y se sintetizaron mediante una transcripcion in vitro. Como una
primera aproximacion, se realiz6 un estudio de la actividad de ambos sistemas a diferentes
concentraciones de RNA diana. Para ello fue necesaria la transcripcion in vitro y cuantificacion
de tRF5-GIUCTC. Se realizaron reacciones con una concentracion final de RNA diana de 10 nM,
1 nM, 100 pM, 10 pM, 1 pMy 0 pM para cada proteina Cas13.

Los resultados de dichos ensayos se muestran en la figura 15.
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Figura 15. Curvas de optimizacion del sistema mediante el gradiente de tRNA sintético para Casl3ay
Casl3d.

Como se puede observar en las graficas de actividad obtenidas, la proteina Cas13a presentaba una
sefial fluorescente maxima de 2 936 030 unidades para la reaccion con el tRNA sintético 10 nM
y un limite de deteccion (LOD) de 530 710 unidades. Por otro lado, Cas13d presentaba un maximo
de fluorescencia de 183 502 unidades y un LOD de 197 024 unidades, esto es, no se pudo apreciar
actividad dependiente de la concentracion de secuencia diana. Dado que la proteina Casl3a
presentaba una actividad claramente detectable a las mayores concentraciones, con un buen rango
dinamico, se concluyé que podia servir para el objetivo marcado de deteccidn. Por lo tanto, las

posteriores reacciones se llevaron a cabo empleando la hucleasa Cas13a.

El limitado rango dinamico de Cas13d podria deberse a una baja afinidad del gRNA con su RNA
diana, lo que provoca un menor reconocimiento y una menor eficiencia de corte del RNA diana.
Se podria realizar una comprobacion del sistema de deteccion con gRNA que contengan
diferentes secuencias homdlogas al RNA diana (Shinoda et al., 2021), para verificar cual de ellas

se une a la diana con mayor afinidad.
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4.2.2. Deteccion de muestras clinicas de sujetos positivos y negativos
para SARS-CoV-2

Tras comprobar la actividad del sistema de deteccion basado en Casl13a se pasé a su validacion
con muestras clinicas. Se llevaron a cabo las reacciones de formacion del complejo
ribonucleoproteico, compuesto por la proteina efectora Casl3a y el gRNA. Posteriormente se
incubaron la RNP, la sonda y las muestras clinicas positivas y negativas para SARS-CoV-2, el
control positivo (tRF5-GIUCTC) y el agua. Tras la incubacion, se midid la fluorescencia emitida
en cada uno de los pocillos de la placa, producto de la degradacion de la sonda por la actividad
colateral de la proteina Cas13a. Se realizaron 3 réplicas de 4 muestras de cada grupo, dando como
resultado el patron que se muestra en la figura 16, en el que las muestras de sujetos infectados por
la variante Delta del virus SARS-CoV-2 aparentemente parecian estar relacionadas con una

mayor emision de fluorescencia.
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Figura 16. Grafica de emisién de fluorescencia de muestras sin purificar. Se compara la fluorescencia
emitida por las muestras de variante Delta' y Omicron, las de sujetos sanos, las de tRNA sintético (control
positivo) y las de agua.

Los datos de fluorescencia de las diferentes reacciones se compararon mediante la prueba
estadistica t de Welch con una significancia de 0.05, tal y como se muestra en la tabla 4. Se
rechazo la hip6tesis nula Ho (p-valor < 0.05) para los datos de Delta vs Sanos, Omicron vs Sanos
y tRNA sintético vs Sanos, por lo que se concluy6 que estas muestras eran significativamente
diferentes entre si. Es decir, este método de deteccion permitiria detectar diferencias entre las
muestras positivas de las cepas Delta y Omicron de SARS-CoV-2 y las negativas, y seria

especialmente sensible en la deteccion de la variante Delta.
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Tabla 4. Prueba estadistica t de Welch sobre las muestras crudas. Se rechaza la hipétesis nula Ho y se

concluye que las muestras son estadisticamente diferentes cuando presentan un p-valor inferior a 0.05.

Muestras comparadas p-valor Diferencia significativa
Delta vs Sanos 0.0002 Si
Omicron vs Sanos 0.0049 Si
tRNA sintético vs Sanos 0.0010 Si

Para optimizar la reproducibilidad de la prueba y eliminar las posibles variaciones debido al
tampon en el que se encontraban las muestras, se purificaron todas las muestras de sujetos sanos
e infectados por Delta y Omicron. Ademas, se adiciond a las reacciones un inhibidor de RNasa,
puesto que la presencia de este enzima en las muestras podria estar degradando el oligonucle6tido
de la sonda y provocando una emision inespecifica de fluorescencia. Se repitieron las reacciones
con las muestras purificadas y el inhibidor de RNasa y se observo el patrdon de la figura 17.

Muestras purificadas con inhibidor de RNasa
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Figura 17. Gréfica de emision de fluorescencia de muestras purificadas y con inhibidor de RNasa. Se
compara la fluorescencia emitida por las muestras de variante Delta y Omicron, las de sujetos sanos, las
de tRNA sintético (control positivo) y las de agua. A las muestras se les habia agregado previamente

inhibidor de RNasa, para evitar las sefiales inespecificas debido a la degradacién de la sonda.

Tras excluir los posibles factores que daban variabilidad e inconsistencia a las muestras, se
observo uniformidad en la emision de fluorescencia entre las muestras de sujetos positivos y
negativos para SARS-CoV-2. La fluorescencia emitida por los sujetos infectados de SARS-CoV-

2 era menor a la emitida por la reaccién con agua. Se comparé la fluorescencia emitida entre las
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muestras Delta vs Sanos, Omicron vs Sanos y tRNA sintético vs Sanos mediante la prueba
estadistica t de Welch con una significancia de 0.05, cuyos resultados se observan en la tabla 5.
Entre las muestras de SARS-CoV-2 y las de Sanos se aceptd la hip6tesis nula Ho (p-valor > 0.05),

segun la cual ambos grupos presentaban datos estadisticamente equivalentes.

Tabla 5. Prueba estadistica t de Welch sobre las muestras purificadas y con inhibidor de RNasa. Se
rechaza la hip6tesis nula Ho y se concluye que las muestras son estadisticamente diferentes cuando

presentan un p-valor inferior a 0.05.

Muestras comparadas p-valor Diferencia significativa
Delta vs Sanos 0.8626 No
Omicron vs Sanos 0.6870 No
tRNA sintético vs Sanos 0.0015 Si

Los escasos niveles de fluorescencia emitida por las muestras evidencian la necesidad de rectificar
el protocolo seguido. Es posible que agregar a la reaccion el gRNA a una concentracién de 250
nM sea insuficiente y no se esté produciendo la formacién de la RNP adecuadamente, por lo que
ha de comprobarse si una concentracién de gRNA de 625 nM (Shinoda et al., 2021) aporta
resultados mas eficientes. Ademas, las muestras clinicas podrian encontrarse contaminadas por la
presencia de RNasa. Esto provocaria la degradacion prematura de los tRF5-GIUCTC antes de
poder ser detectados. Un posible abordaje para proseguir con el estudio podria ser la adicion de
inhibidor de RNasa al inicio del proceso, en el momento de la toma de muestras. Otro enfoque
podria ser cambiar el RNA diana actual por otro tRF cuyo perfil se encuentre alterado (W. Wu et
al., 2021). En cualquier caso, se continuard el estudio del sistema CRISPR-Casl3 para la
deteccion de SARS-CoV-2.
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5. Conclusiones

Los resultados obtenidos y analizados en este trabajo permiten obtener las siguientes

conclusiones:

v’ Las construcciones del plasmido recombinante que expresa un gRNA y Cas13d y del

plasmido recombinante que expresa el mMRNA policistrénico codificante de sfGFP y

mScarlet se llevo a cabo con éxito.

v" Las células de E. coli cotransformadas con los plasmidos recombinantes tienen

capacidad de proliferacion limitadas.

v" El sistema de deteccién basado en una RNP compuesta por Casl3 y un gRNA

complementario a tRF5-GIUCTC produce una fluorescencia diferencial a diferentes

concentraciones del RNA diana.

v’ Este sistema de deteccion con tRF5-GIuCTC como diana no ha sido capaz de distinguir

entre sujetos positivos y negativos para SARS-CoV-2 en los ensayos con las muestras
disponibles.

Estos resultados no fueron completamente satisfactorios, por lo que es necesario prolongar el
estudio para resolver la incapacidad de crecimiento de las células en un medio con el inductor
IPTG. Ademas, resulta interesante la posibilidad de emplear como diana del sistema de deteccion
otra especie de RNA alterada con la infeccion de SARS-CoV-2, agregar un inhibidor de RNasa
al inicio del proceso o disefiar nuevos gRNA. El estudio del sistema CRISPR-Casl3 para la
deteccién de SARS-CoV-2 continuara activo, puesto que se trata de una herramienta de deteccién

prometedora para este y muchos otros patdgenos.
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